急性白血病（AL）发病率居儿童恶性肿瘤首位，严重威胁患儿的生命健康。目前儿童急性淋巴细胞白血病（ALL）5年无事件生存（EFS）率可达到76%\~86%，急性髓系白血病（AML）达49%\~63%[@b1]--[@b2]，但仍有部分患儿持续不缓解或复发，预后较差。识别新的危险因素并针对性调整治疗，是改善预后的重要途径。

NT5C2基因位于10q24.32，广泛表达于人类各组织细胞，编码的胞质蛋白cN-Ⅱ属于5′-核苷酸酶（5′-nucleotidase，5′-NT）家族。5′-NT从5′端水解单磷酸核苷（GMP、IMP、AMP），参与调节和稳定核苷酸库，维持细胞的正常生理功能[@b3]。

抗肿瘤核苷类似物是治疗AL的重要化疗药物[@b4]，经激酶磷酸化生成单磷酸盐后才能进一步代谢生成活性产物，阻碍DNA合成。cN-Ⅱ既有5′-NT的水解功能，同时对抗病毒、抗肿瘤核苷类似物的单磷酸盐具有去磷酸化作用[@b4]。有研究者认为ALL患儿的胞质5′-NT活性升高可能是导致6-巯嘌呤（6-MP）耐药的重要因素[@b5]。阿糖胞苷（Ara-C）的单磷酸盐Ara-CMP可能作为cN-Ⅱ的底物被降解，减少Ara-CTP的累积浓度，从而降低AML患者对Ara-C的敏感性[@b4],[@b6]。对成人AML[@b7]--[@b8]、骨髓增生异常综合征[@b9]、肺癌[@b10]等疾病的研究提示初诊时高表达NT5C2的患者预后不良。

目前关于NT5C2在儿童AL中的表达和作用的报道较少。我们从mRNA和蛋白水平检测NT5C2在各类型AL患儿不同治疗阶段的表达情况，分析其与临床MICM分型、危险度分级、早期治疗反应等预后相关因素之间的关系，探讨NT5C2在儿童AL中的作用及临床意义，以期寻找新的危险因素和治疗靶点。

对象和方法 {#s1}
==========

一、研究对象

收集2013年1月至2014年3月在重庆医科大学附属儿童医院住院和门诊治疗的63例初诊AL患儿（B-ALL 24例，T-ALL 15例，AML 24例）的骨髓标本，男40例，女23例，中位年龄5.7(3.2\~9.6）岁，均经骨髓检查确诊并行MICM分型评估。收集7例复发AL患儿（B-ALL 3例，AML-M~2a~ 4例）骨髓标本，中位年龄7.6(6.1\~9.4）岁。以16例非恶性血液系统疾病患儿骨髓标本作为对照。患儿初诊时均未接受过白血病相关治疗。其中4例患儿在确诊后放弃治疗，6例患儿中途失访，其余患儿均正在进行或已完成规范化疗。研究获得本单位伦理委员会的批准和患儿监护人的知情同意。

B-ALL、T-ALL患儿均按照CCLG-2008方案[@b11]治疗，诱导缓解率分别为95.7%（22/23）、92.3%（12/13），复发率分别为14.3%（3/21）、25.0%（3/12）。AML患儿按照重庆医科大学附属儿童医院AML-2010方案（在AML-2006方案[@b12]基础上调整）治疗，诱导缓解率为82.6%（19/23），复发率为35.0%（7/20）。AL患儿总体诱导缓解率为89.8%（53/59），收集其中15例患儿（B-ALL 9例，T-ALL 1例，AML 5例）完全缓解期的骨髓标本用于动态监测。

二、危险度分级标准和所纳入临床指标

1．危险度分级标准：ALL和AML患儿分别依据CCLG-2008方案和中华医学会儿科学分会血液学组AML-2006诊疗建议确诊并依据临床危险度分级标准[@b11]--[@b12]进行分级。24例B-ALL患儿中标危、中危、高危组各8例；15例T-ALL患儿中中危组6例，高危组9例；24例AML患儿中中危组9例，高危组15例。

2．预后相关遗传学异常：ALL遗传学预后分组[@b1]：预后良好：正常染色体、染色体数目超过50的超二倍体、t（8;21）（RUNX1-RUNXT，AML1-ETO）、t（12;21）（ETV6-RUNX1，TEL-AML1）。预后中等：t(1;19）（E2A-PBX1）。预后差：亚二倍体、近单倍体、t(9;22）（BCR-ABL，Ph^+^）、MLL重排、t(8;14）或复合染色体异常。

AML遗传学预后分组[@b1]--[@b2]：预后良好：inv(16）（CBFB-MYH11）、t(8; 21）（RUNX1-RUNXT）、t(15；17）（PML-RARα）。预后中等：正常核型、+ 8、t(8; 16）、t(16;21）、t(9;11）（MLL-AF9）、del(7q）、del(9q）及其他未定义的异常核型。预后不良：复杂核型（≥3种异常）、−5、−7、5q−、7q−、除t(9;11）外的11q23异常（如MLL-AF4）、inv（3）、t(6;9）、t(1;22）、t(7;22）、t(9;22）（BCR-ABL）。

3．纳入分析的临床指标：初诊时一般情况及实验室指标，包括性别、年龄、肝脾淋巴结情况、初诊时外周血白细胞计数、血小板计数、血红蛋白水平、免疫分型、融合基因、染色体。早期治疗反应：ALL包括泼尼松敏感试验、诱导缓解治疗第15天骨髓象、第33天骨髓象，AML包括诱导缓解治疗第9天骨髓象、巩固治疗前骨髓象；随访截止前整个治疗过程中的MRD及复发情况。

三、主要试剂和仪器

TRIzol试剂购自美国Invitrogen公司，逆转录试剂盒及SYBR Green Ⅱ荧光染料购自日本TaKaRa公司，即用型免疫组化Elivision™ Super试剂盒及DAB显色试剂盒购自福州迈新生物技术开发有限公司；NT5C2多克隆抗体购自美国Abcam公司；CFX 96 Cycler荧光定量PCR仪为美国Bio-Rad公司产品。

四、方法

1．骨髓标本收集及细胞涂片制备：收集骨髓标本1 ml，加入红细胞裂解液充分裂解，常规离心分离骨髓单个核细胞（BMMNC）。用PBS重悬调整细胞密度为10^6^/ml，取10 µl涂在防脱玻片上，4％多聚甲醛固定30 min，PBS冲洗后−20 °C保存备用。向剩余细胞中加入800 µl培养基、100 µl FBS、100 µl DMSO制备细胞悬液，−80 °C保存备用。

2．实时荧光定量PCR检测NT5C2 mRNA表达：按TRIzol试剂说明书提取BMMNC总RNA，检测RNA纯度及浓度，吸光度（*A*）~260~/*A*~280~在1.8\~2.1并且RNA浓度在200 ng/µl以上可用于后续逆转录合成cDNA。按TaKaRa公司逆转录试剂盒说明书进行操作，逆转录合成cDNA。以cDNA为模板进行实时荧光定量PCR。NT5C2的引物序列：上游5′-ACCTGCTGTATTACCCTTTCAGCTA-3′；下游5′-GCTCCACCGTTGATTCATGA-3′，扩增产物长度为75 bp；内参基因β-actin的引物序列：上游5′-AAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACC-3′，下游5′-GCCAGGTCCAGACGCGGAT-3′，扩增产物长度191 bp。引物经Primer BLAST比对验证并由上海英骏生物工程有限公司合成。PCR扩增条件：95 °C预变性30 s, 95 °C变性10 s, 60 °C退火30 s, 72 °C延伸20 s，共40个循环。记录样本的循环阈值（CT值）并计算其平均值，以2^−∆∆CT^相对定量法计算NT5C2 mRNA在各组的表达水平。∆CT=CT~NT5C2~−CT~β-actin~，∆∆CT＝疾病组∆CT−对照组∆CT。

3．免疫组织化学染色法检测cN-Ⅱ蛋白表达：取出细胞涂片复温30 min, 3％过氧化氢封闭内源性过氧化物酶活性10 min, PBS洗5 min，重复2次，山羊血清封闭20 min。加cN-Ⅱ一抗（1∶400) 4 °C孵育过夜，阴性对照组由PBS替代一抗。次日复温30 min, PBS洗5 min，重复2次。按试剂盒说明进行二抗孵育，DAB显色，苏木素染细胞核，PBS终止反应，室温晾干，中性树胶封固后显微镜下观察拍照。

4．免疫组织化学染色结果判读：cN-Ⅱ蛋白表达定位于细胞质，胞质染为棕黄色判读为阳性。每张玻片在高倍镜（×400）下随机选取5个视野观察染色强度并计算阳性细胞百分率。染色强度评分：无着色为0分，浅黄色为1分，棕黄色为2分，棕褐色为3分。阳性细胞百分率评分：\<5％为0分，5%\~25%为1分，26%\~50％为2分，51%\~75％为3分，\>75％为4分。两者分数相加：\<2分为不表达（−），2\~3分为低度表达（＋），4\~5分为中度表达（++），6\~7分为高度表达（+++）。0\~3分为阴性表达，4\~7分为阳性表达。

五、统计学处理

采用SPSS 17.0和Graphpad Prism 5软件进行统计学分析。偏态分布计量资料以*M*（*P*~25~\~*P*~75~）表示，两组间比较采用非参数Mann-Whitney检验，多组间多重比较采用Krusikal-Wallis检验，Bonferroni法校正检验水准；相关性分析采用Spearson检验。样本率的比较采用卡方检验或Fisher确切概率法。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．NT5C2 mRNA在白血病组和对照组中的表达：NT5C2 mRNA在初诊B-ALL、T-ALL、AML组的表达水平分别为1.16（0.89\~2.25）、0.96（0.74\~1.25）、1.66(0.84\~3.15），在完全缓解组和复发组的表达水平分别为0.84(0.61\~1.20）、1.41(1.19\~2.34），在对照组中的表达水平为0.88(0.61\~1.21）。其中初诊AML（*P*\<0.01）、B-ALL（*P*\<0.05）组NT5C2 mRNA的表达水平显著高于对照组，初诊T-ALL组与对照组差异无统计学意义（*P*\>0.05）；不同类型初诊AL组间比较，差异无统计学意义（*P*\>0.05）。NT5C2 mRNA的表达水平在复发组高于完全缓解组及对照组（*P*\<0.05），完全缓解组与对照组相比差异无统计学意义（*P*\>0.05）。动态观察15例AL患儿治疗前后NT5C2的表达变化，完全缓解期间显著低于初诊时（*P*\<0.05）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![实时荧光定量PCR方法检测NT5C2 mRNA在15例急性白血病患儿不同治疗阶段的表达](cjh-36-09-748-g001){#figure1}

7例复发患儿均在初诊后10\~36个月复发，其中5例接受再次化疗（另外2例放弃治疗），3例达第2次缓解（另外2例不缓解，放弃治疗）。达第2次缓解的患儿中1例再次复发后放弃治疗，1例失访，1例在后续治疗过程中反复复发2次后放弃治疗。该反复复发患儿为女性，初诊年龄8岁2个月，骨髓细胞学检查提示AML-M~2a~型，融合基因HOX11（+）（未检测到其他异常融合基因），染色体检查提示复杂核型，入高危组。经化疗达第1次完全缓解，4个月后接受了同胞骨髓造血干细胞移植，术后4个月骨髓复发，接受再次化疗达到第2次完全缓解，1年后又反复复发2次放弃治疗。我们收集到该患儿不同治疗阶段的骨髓标本，其NT5C2 mRNA表达水平分别为：初诊1.98，第1次完全缓解1.09，第1次复发2.85，第2次完全缓解0.53。

2．cN-Ⅱ蛋白在白血病组和对照组的表达：NT5C2蛋白cN-Ⅱ在初诊B-ALL、AML、T-ALL组的阳性表达率分别为79.17%（19/24）、87.50%（21/24）、33.33%（5/15），在对照组为13.33%（2/15）。B-ALL、AML组阳性表达率显著高于对照组（*P*\<0.01），T-ALL组与对照组相比差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。cN-Ⅱ蛋白与NT5C2 mRNA的表达结果趋势一致。

![免疫组织化学染色法检测cN-Ⅱ蛋白在各类型白血病中的表达（×400）（箭头所示为染色阳性细胞）\
A：急性B淋巴细胞白血病；B：急性T淋巴细胞白血病；C：急性髓系白血病；D：对照组](cjh-36-09-748-g002){#figure2}

3．NT5C2表达水平与白血病临床指标的关系：在AML、T-ALL中，高危组的NT5C2 mRNA表达水平显著高于中危组（*P*值均\<0.05）；在B-ALL中，中、高危组作为一个整体NT5C2 mRNA表达水平高于标危组，但差异无统计学意义（*P*=0.072）。Pearson相关分析发现NT5C2表达水平与AML（*r*=0.434）、T-ALL（*r*=0.389）的危险度分级呈正相关（*P*值均\<0.05），与B-ALL的危险度分级相关性不显著（*r*=0.382，*P*=0.070），与性别、年龄、肝脾淋巴结肿大、初诊WBC、PLT、HGB水平、预后不良融合基因等无明显相关性。NT5C2表达水平还与AML中遗传学预后分组呈正相关（*r*=0.585，*P*=0.022）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 63例初诊急性白血病患儿的NT5C2 mRNA表达水平和临床指标的关系\[*M*（*P*~25~\~*P*~75~）\]

  因素                B-ALL         T-ALL            AML                                                                    
  ------------------ ------- -------------------- ---------- ---- -------------------- ---------- ---- -------------------- ----------
  性别                                              0.501                                0.674                                0.805
   男                  15     1.73（0.85\~2.11）              11   0.93（0.87\~1.88）              13   1.55（0.86\~3.35）  
   女                   9     1.69（1.05\~2.25）              4    1.03（0.74\~2.03）              11   1.54（1.20\~2.70）  
  年龄（岁）                                        0.722                                0.796                                0.680
   1\~10               17     1.20（0.92\~2.01）              12   0.96（0.74\~1.25）              14   1.45（0.86\~3.73）  
   \<1或≥10             7     1.46（0.95\~2.25）              3    2.73（0.67\~4.79）              10   1.66（0.95\~2.46）  
  WBC                                               0.231                                0.873                                0.276
   \<50×10^9^/L        17     1.20（0.86\~1.99）              6    1.00（0.68\~2.02）              11   1.77（1.08\~3.92）  
   ≥50×10^9^/L          7     1.73（1.22\~2.70）              9    0.96（0.80\~1.87）              13   1.54（1.05\~2.28）  
  融合基因预后分组                                 0.824^a^                              0.731                                0.384
   良好                16     1.13（0.85\~2.25）              9    0.96（0.73\~1.40）              12   1.54（0.86\~3.35）  
   差                   8     1.40（0.94\~2.33）              4    0.94（0.75\~2.72）              8    2.03（0.83\~3.44）  
  染色体预后分组                                    0.058                                0.630                                0.018
   良好                17     1.04（0.88\~1.58）              11   0.96（0.82\~1.87）              6    1.07（0.83\~1.39）  
   差                   7     1,40（0.98\~2.60）              2    0.87（0.79\~1.23）              16   1.83（1.19\~3.23）  
  危险度分级                                       0.072^b^                             0.032^c^                             0.021^c^
   标危                 8     1.03（0.83\~1.61）              0            0                       0                        
   中危                 8     1.65（1.03\~2.24）              6    0.79（0.67\~0.84）              9    1.33（0.83\~1.55）  
   高危                 8     1.94（1.04\~2.93）              9    1.06（0.99\~2.91）              15   2.18（1.30\~3.66）  

注：B-ALL：急性B淋巴细胞白血病；T-ALL：急性T淋巴细胞白血病；AML：急性髓系白血病。^a^：预后良好（不包括预后中等）与预后差比较；^b^：高危组与中危组作为一个整体与标危组比较；^c^：高危组与中危组比较；统计学方法采用非参数检验中的Mann Whitney *U*检验

4．NT5C2表达水平与治疗反应的关系：将NT5C2 mRNA表达量高于总体样本（包括对照组）中位数定义为高表达[@b7]。在B-ALL、T-ALL、AML组中分别有58.3%、60.0%、70.8％的患儿高表达NT5C2 mRNA。

卡方检验结果显示，在AML患儿化疗过程中，诱导缓解方案第9天骨髓不缓解率（*P*=0.070）、巩固治疗前骨髓不缓解率、MRD阳性率及复发率在NT5C2高表达组均高于低表达组，但差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）。在B-ALL、T-ALL患儿化疗过程中，VDLD方案诱导治疗第15天骨髓不缓解率、第33天骨髓不缓解率、MRD阳性率及复发率在NT5C2高表达组均高于低表达组，但差异亦无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### NT5C2 mRNA表达水平差异对急性白血病患儿治疗反应的影响\[％（阳性例数／观察例数）\]

  治疗反应                       B-ALL          T-ALL        AML                                                                    
  -------------------------- -------------- -------------- ------- ------------- ------------- ------- -------------- ------------- -------
  泼尼松诱导不敏感            23.1（3/13）   10.0（1/10）   0.404   25.0（2/8）   33.3（2/6）   0.594                               
  D15/D9骨髓不缓解^a^         27.3（3/11）   10.0（1/10）   0.331   62.5（5/8）   33.3（2/6）   0.296   35.2（6/17）    0（0/7）     0.070
  D33/巩固治疗前骨髓不缓解    14.3（2/14）     0（0/9）     0.360   12.5（1/8）    0（0/6）     0.571   25.0（4/16）    0（0/7）     0.206
  MRD阳性                     27.3（3/11）   11.1（1/9）    0.375   37.5（3/8）   16.7（1/6）   0.406   36.4（4/11）   14.3（1/7）   0.324
  复发                        18.2（2/11）    10（1/10）    0.538   25.0（2/8）   16.7（1/6）   0.615   38.5（5/13）   28.6（2/7）   0.520

注：^a^急性淋巴细胞白血病（ALL）患儿诱导治疗第15天（D15）、急性髓系白血病（AML）患儿诱导治疗第9天（D9）骨髓不缓解。微小残留病（MRD）检测方法采用流式细胞术，MRD≥10^−4^定义为阳性。在治疗过程中部分患儿的某些临床指标失访或未进行检测或放弃在本院继续治疗，导致与初诊例数不符。统计学方法采用Fisher确切概率法

Pearson相关分析结果显示，在AML患儿中NT5C2高表达与诱导缓解第9天骨髓不缓解（*r*=0.541）、巩固治疗前骨髓不缓解（*r*=0.522）、MRD阳性（*r*=0.508）具有相关性（*P*均\<0.05）；与复发无明显相关性；B-ALL、T-ALL患儿NT5C2高表达与泼尼松试验不敏感、VDLD方案诱导治疗第15天骨髓不缓解、第33天骨髓不缓解、MRD阳性、复发等指标无明显相关性（*P*值均\>0.05）。

讨论 {#s3}
====

核苷类似物化疗耐药是影响AL预后的重要因素。目前认为降低Ara-CTP累积浓度的因素是导致Ara-C耐药的主要原因[@b13]，包括膜核苷转运蛋白和脱氧胞苷激酶（dCK）缺失、胞苷脱氨酶的去氨基作用增强，及另外一个可能的重要因素：5′-NT参与Ara-C的分解代谢。单磷酸核苷可作为cN-Ⅱ的底物被降解，cN-Ⅱ酶的活性和浓度均有可能影响核苷代谢速率。在慢性淋巴细胞白血病患者中氟达拉滨单磷酸盐的降解速率与cN-Ⅱ的酶活性相关[@b14]。多项研究认为cN-Ⅱ参与核苷类似物的分解代谢，导致化疗耐药，但是都没有直接证据支持[@b3]。

Meyer[@b15]和Tzoneva等[@b16]发现有3%\~19％复发ALL患儿携带NT5C2突变，且突变仅在复发时出现，突变蛋白酶活性增强，携带该突变的白血病细胞对核苷类似物化疗耐药。Meyer等[@b17]认为这一发现提示源于化疗的选择性压力的存在，核苷类似物在AL维持治疗阶段起重要作用，NT5C2突变可能是导致耐药和复发的重要原因。

我们分别采用实时荧光定量PCR和免疫组织化学染色法检测了NT5C2在儿童AL各治疗阶段的表达情况，发现在初诊B-ALL、AML及复发组中NT5C2表达均高于对照组，并且随着肿瘤细胞减少和病情缓解，NT5C2表达显著下降，提示NT5C2在肿瘤细胞中高表达。有研究发现初诊成人AML患者中有54％高表达NT5C2[@b18]，与本研究结果一致。我们发现NT5C2表达水平与AML危险度分级、早期治疗反应及MRD呈正相关。国外研究发现初诊时高表达NT5C2的成人AML患者无病生存和总生存期较短，早期复发率高[@b7]；经Ara-C治疗的AML和高危MDS患者，初诊时cN-Ⅱ高表达者DFS和OS期均较短[@b8]--[@b9]；高表达NT5C2的非小细胞肺癌患者预后差，下调NT5C2表达能够增强肺癌细胞对吉西他滨的敏感性[@b10]。NT5C2 mRNA水平越高，白血病细胞对Ara-C的敏感性越低[@b19]。以上研究结果提示cN-Ⅱ表达水平与AL临床预后相关，cN-Ⅱ可能参与了核苷类似物的耐药机制。此外，我们还发现AML患儿的NT5C2表达水平与染色体异常提示的预后不良相关，与Galmarini等[@b8]在成人AML患者中的研究结果一致。本研究首次发现NT5C2在AL患儿与非恶性血液病患儿间的表达差异，可能因病例数少，部分临床指标统计学差异不显著，需进一步扩大样本量来研究证实。
